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INLErDING 
Geen van de bij de mens voorkomende eiwitten is beter onderzocht 
dan het haemoglobine. Niet aBeen zijn de aminozuurvolgorde in de 
polypeptideketens en de ruimtelijke structuur bekend, doch ook over 
de functie van de rode bloedkleurstof zijn we: bijzonder nauwkeurig 
ingelicht. 
Het is gebleken dat bij de mens tenminste drie varianten isopro­
te'ine, de haemoglobines At, Az en F voorkomen. De haemoglobine­
moleculen zijn opgebouwd uit vier ketens, die twee aan twee gelijk 
zijn. Bovengenoemde haemoglobines bleken allen slechts in de amino­
zuurvolgorde in een der ketensoorten van e1kaar af te wijken. De 
voor aile drie soorten gelijke keten wordt (t keten genoemd, terwijl 
de andere ketens voor Hb At, Hb Az en Hb F respectievelijk met {1, 
() en ;' worden aangeduid. De synthese van elk van deze kerens wordt 
door een aparte combinatie van een regulator gen en een structuur 
bepalend gen geregeld. Merkwaardig genoeg wisselt de verhouding 
waarin deze varianten worden gesynthetiseerd met de leeftijd. Bij 
een aantal erfelijke aandoeningen is de kwantitatieve verhouding 
waarin deze haemoglobinevormen in de rode bloedcel voorkomen 
gewijzigd. 
Naast de drie genoemde vormen van het haemoglobine, die bij 
ieder individu voorkomen, kennen we een groot aantal (ongeveer 
zestig) erfelijke varianten, waarvan het voorkomen in de meeste ge­
vallen tot een gering aantal families is beperkt en waarbij telkens 
in een der polypeptide ketens een aminozuur door een ander is 
vervangen. In enkele gevallen geven deze abnormale haemoglobines 
aanleiding tot een functiestoornis. Soms is de synthese snelheid van 
de abnormale varianten verlaagd, rerwijl in een aanta! gevallen de 
erfelijke variade volkomen goedaardig is, en noch de functie, noch 
de synthesesnelheid van die van het norma!e haemoglobine afwijkt. 





de structuur van de normale en abnormale haemoglobines zijn op­
gelost, de belangstelling in stijgende mate ungaat naar de synthese 
van de rode bloedkleurstof. 
In vergelijking met de synthese van de meeste ciwitten laat zieh 
de haemoglobincsynthcse ecnvoudig bcstudercn. Dczc gaat namclijk 
nog door, nadat de erythoeyt haar eelkern reeds heeft veri oren, bij 
welk proees het DNA, dat de primaire genetisehc informatie voor 
de synthesc van eiwitten bevat, vcrloren is gegaan. Hct in het proto­
plasma aanwczige aan de ribosomen gebonden "messenger" RNA is 
in staat nog cnige tijd met dc haemoglobinesynthese door te gaan. 
Niet in aile erythrocyten is de haemoglobinesynthese nog mogelijk. 
Deze is beperkt tot de jongste vorm der kernloze erythrocyt, de zo­
genaamde reticulocyt. Wil men bij dc mens aus een onderzoek naar 
de synthese van haemoglobine in de kernloze rode eel doen, dan dient 
men van reticuloeytenrijk bloed uit te gaan. Daar het Hb Al uit 
twee u. en twee /f ketens bestaat, het Hb F uit twee (1 en twee ;. ketens 
en hct Hb At uit twee f1 en twee () ketens, zal de hoeveelheid ge­
synthetiseerde u keten steeds even groot moeten zijn als de som van 
de synthese van de /1, ;. en () ketens, indien er althans geen overschot 
van een der ketensoorten wordt gevormd. 
Door zeer kort te ineuberen met gemerkte "tminozuren en verlagen 
der temperatuur zal men in analogie met het door Dintzis bij ko­
nijnen verriehte ondcrzoek (Dintzis 1961) kunnen trachten bij de 
mens een indruk te verkrijgen over het feit of de syntheseaetiviteit 
voor 11, {1 en ;' ketens bij benadering gelijk is. Men kan dan door 
vergelijking met uitkomsten verkregen bij een langere incubatietijd 
zien of versehuivingen in deze syntheseactiviteit optreden. Men kan 
verwaehten dat dit probleem zieh bij de mens moeilijk laat bestu­
deren. De hoeveelheden in de ketens ge'ineorporeerde gemcrkte amino­
zuren zijn, daar de hoeveelheid retieulocyten bij de mens zelden zo 
hoog is aIs bij het dierexperiment en bovendien de reticuloeyten 
vaak tot de niet syntheseactieve groep behoren (London e.a. 1948, 
Borsook e.a. 1962), in een kort tijdbestek gering, en laten zieh dus 
moei lijk meten. 
Een andere vraag die zich voordoet is of in vitro bij langer du­
rende synthese de hoeveelheid gevormde u. en (I, of It en ;. keten aan 
elkaar gelijk is. Er bestaat namelijk de mogelijkheid, dat van een 
der ketens in de eel een kleine voorraad bestaat en niet van de an­
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dere keten. Deze voorraad kan tijdens de symhese in vitro worden 
opgebruik t. Ook kan deze blijven bestaan, waarbij dan pasgevormde 
ketens worden toegevoegd aan de voorraad, terwijls ketens uit de 
voorraad worden gebruikt voor haemoglobinesynthese. Verder kan 
men zich voorstellen, dat tijdens het incubaticproces de synthese van 
een der kerens eerder neigt te verminderen dan die van de andere 
keten. Hierdoor kan een surplus van die andere kerens ontstaan, die 
zich tot Il~, ,14 of ;'1 eomplexen zullen kunnen verenigen, Ook kan, 
wanneer de synthese van bijvoorbeeid de /1 keten afneemt, de ;' keten 
synthese toenemen waardoor bij kombinatie tot haemoglobine geen 
oversehot II ketens ontstaat. Het gevolg van dit alles zal zijn, dat 
in het nieuw gesynthetiseerde haemoglobine de hoeveelheid gel11erkt 
aminozuur in de ene keten geringer zal zijn dan in de andere. 
Tenslotte doet zieh nog de vraag voor of, indien het bloed twee 
hael11og1obinevormen naast elkaar bevat, bijvoorbeeld de haemo­
globines A en F of S en F, de hoeveelheid waarin deze soorten 
tijdens het ineubatie experiment worden gevorl11d gelijk is aan de 
verhouding waarin ze in de eel voorkomen. Met andere woorden, 
of tijdens de voor een eel enige dagen durende haemoglobinesynthese 
de twee haemoglobine vormen steeds in dezelfde verhouding worden 
aangemaakt. Hierbij wordr aangenomen dar de levensduur van deze 
eiwitten in de eel gelijk is. 
Alvorens nader op deze vragen in re gaan zal in her volgende 




The aim of this thesis is to get information about the in vitro 
synthesis of the Il, :1 and ;. chains, the protein components of the 
human haemoglobin A and F. This synthesis was studied with the 
aid of the incorpora tion of radioactiw :iminoacids in the haemoglobin 
by in vitro incubations. 
After the introduction in which the questionable points are outlined 
briefly, there follows in Chapter I a review of the literature. 
In Chapter II a description is given of the used incubation 
methods, the separations of haemoglobins, the splitting of the haemo­
globins into chains and peptides, and the measuring of the radio­
aCtlVltv. 
Chapter III is an introduction to the experimental work in which 
the problems, occurring with the use of radioactive aminoacids, will 
be described and in which the possibilities for the synthesis will be 
discllssed 1110re accurately. 
After this introduction the experimental data related to the diffi­
culties mentioned above are giwl1, followed by a description of the 
experiments dealing with the questionable poims. The incorporation 
of labelled aminoacids in the in \'itro synthesis of haemoglobin with 
blood of infants with a severe erythroblastosis foetalis was found 
to be high. 
The differences in the synthesis activity of the (J and ;' chainsIi, 
were determined by means of the short and long incubations. Dif­
ferences were found between the synthesized amounts of Hb A and 
Hb F by the short and long incubations, and the same differences 
also exist between ;1 and ;' chain synthesis. At the same time a dif­
ference was fonnd between the 11 and ;1 and 11 and ;' chains of Hb A 
and Hb F respectively. An explanation for the difference in the 
synthesis of Hb A and lIb F was proposed in an relatively increasing 
synthesis of Hb F during the incubating exp,riments. The difference 
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explained by postulating a small surplus of chains present at the 
start of the experiment, for instance 11., which results in a lower 
average radioactivity ,hat chain. 
In the last paragraph the results of the incubation experiments 
are discussed in which blood of patients with elevated number of 
reticulocytes caused by haemolytic anaemias, enzyme deficiency, or 
haemoglobinopathies, was used. Only with the blood of patients with 
sicklecell anaemia the incorporation of radioactive aminoacids was 
found to be comparable with that with the blood of erythroblastosis 
foetalis patients. The rate of synthesis by all other patients was very 
low. The results the experiments in the case of sicklecell anaemia 
confirm those from the previous paragraph. 
The possibiiity of in vitro incubation srud;es with labelled amino­
acids, to get more information about thf haemoglobin synthesis 111 
patients with different forms of anafl11ia, is discussed. 
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